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A identificag¢do de diferentes formulag¢oes de medicamentos
manipulados contendo piroxicam foi estudada, empregando
espectros de reflexdo difusa no infravermelho médio com
transformada de Fourier (DRIFTS), em associa¢do com a técnica
de andlise por agrupamentos hierdarquicos (AAH). Os espectros de
amostras, de 5 diferentes farmdcias de manipula¢do, contendo
piroxicam (10 mg e 20 mg) e seus respectivos excipientes, foram
adquiridos em um espectrofotometro NICOLET Magna 550,
obtendo-se duas réplicas de cada amostra. Para a andlise
multivariada, as informagdes espectrais foram tratadas no
programa Pirouette® 2.7 da Infometrix, utilizando-se as regioes
espectrais 1340 a 1470 cm™!, 1535 a 1680 cm™, 2800 a 3004 cm™ e
3290 a 3400 cm'. Os dendogramas foram construidos com os dados
auto-escalados, e correg¢ao do espalhamento da luz (MSC),
utilizando trés tipos de construg¢do: simples, flexivel e incremental.
Com a aplicag¢do da andlise hierdrquica de agrupamentos
constatou-se a formagdo de dois grupos distintos, um contendo os
principios ativos, e outro contendo os excipientes. Os resultados
demonstram que a técnica DRIFTS em conjunto com andlise por
agrupamentos hierdrquicos constitui uma alternativa para o
controle de qualidade dos processos de produ¢do de medicamentos.
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INTRODUCAO

Os medicamentos vém sendo cada vez mais obje-
tos de preocupacdo e de inimeras pesquisas realizadas
mundialmente. Estas pesquisas dizem respeito a pratica
médica, reacdes adversas, aumento e disseminacao de
resisténcia bacteriana a antibiéticos, padrao e influéncia

da propaganda na prescrigao de medicamentos na area
clinica, como também na area odontolédgica (Castilho,
Paixao, Perini, 1999).

O uso do medicamento como forma de competi¢ao
pelo setor farmacéutico tem se tornado abusivo, mas o
avan¢o do medicamento genérico mantém o mercado
mais equilibrado e com o uso mais racional dos medica-



500

mentos fornecendo, assim, ao consumidor um medica-
mento de mesma qualidade e menor custo (Castilho, Pai-
xdo, Perini, 1999).

Por tais razoes, ¢ de enorme importancia o desenvol-
vimento de métodos eficazes e rapidos para maior contro-
le de qualidade dos medicamentos comercializados, tornan-
do-se imprescindivel o desenvolvimento de rotinas de ana-
lises que, além de servirem para este propdsito, favorecam
sua implanta¢@o em comparag@o aos métodos usuais.

Neste sentido, a espectroscopia no infravermelho
vem sendo amplamente estudada, como por exemplo, a
técnica de reflexdo no infravermelho proximo (NIRR)
que abrange a faixa entre 1300 a 2500 nm, que vem sen-
do utilizada em analises farmacéuticas (Blanco et al.,
1999a; Herkert, Prinz, Kovar, 2001; Pasquini, 2003).
Este desenvolvimento da técnica se deve a adequada
determinagdo qualitativa e quantitativa de pardmetros
fisicos e quimicos, habilidade no processo, além de ser
compativel com a fibra 6tica, fator este que acaba por
facilitar as analises. Um exemplo desta aplicagao ¢
apresentado por Blanco et al. (1999b), envolvendo
miocamicina, um bacteriostatico, como principio ativo.
Neste trabalho, o método NIRR utilizado foi validado
como alternativa para um método espectrofotométrico
de referéncia.

Por outro lado, o emprego de técnicas de reflexao
difusa no infravermelho médio (DRIFTS — Espectroscopia
por reflexdo difusa no infravermelho médio com transfor-
mada de Fourier) que abrangem a faixa espectral de 400 a
4000 cm™', vem sendo cada vez mais difundido (Yang e
Irudayaraj, 2002). Uma experimentacao recente da técnica
foi apresentada no trabalho de Sabin et al. (2003), em que
foi aplicado na identificagdo de diferentes concentragdes de
farmacos antidepressivos, obtendo resultado satisfatorio.

Antiinflamatério Nao-Esterdide

O piroxicam ¢ um antiinflamatoério ndo-esterdide, que
atua inibindo a atividade da enzima ciclooxigenase, que
catalisa a biossintese das prostaglandinas e tromboxanos a
partir do 4cido araquidonico. O processo inflamatorio con-
siste na resposta organica mais precoce diante de lesdo
tissular ou infecgdo, sendo que este processo fisiologico
envolve uma agdo coordenada entre o sistema imunologico
e o tecido no qual ocorreu a lesdo. Piroxicam ¢ utilizado no
tratamento de artrite gotosa aguda, artrite reumatoide, infla-
macao ndo-reumatica e osteartrite (Korolkovas, 2002).

O piroxicam corresponde quimicamente ao 4-
hidroxi-2-metil-N-(piridinil-2)-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida-1,1-dioxido (Merck, 2001). Trata-se de um
p6 branco a levemente amarelo, cristalino, praticamente

G. Parisotto, J. S. Souza, M. F. Ferrdo, J. C. Furtado, R. F. Molz

insoltivel em agua, soluvel em cloridrato de metileno, le-
vemente soluvel em etanol (European, 2001). Possui peso
molecular de 331,35g/mol, com formula estrutural apre-
sentada na Figura 1.
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FIGURA 1 - Formula estrutural do piroxicam.

Seu ponto de fusdo varia de 198 a 200°C. Para sua
identificacdo pode ser empregada a espectroscopia no
infravermelho, comparando a um piroxicam de referéncia,
a espectrofotometria no ultravioleta, ou, ainda, a
cromatografia liquida e a cromatografia em camada delgada
(European, 2001; USP 25, 2002).

Quando empregamos o infravermelho sdo prepara-
dos discos de piroxicam em KBr. Se o espectro obtido em
um estado sélido mostrar diferencas, dissolve-se a subs-
tancia a ser examinada e a substancia de referéncia, sepa-
radamente, em um volume minimo de cloreto de metileno,
evaporando até a secura num banho-maria. Finalmente
registra-se um novo espectro usando os residuos, compa-
rando-os (European Pharmacopéia, 2001).

Como nova alternativa para a identifica¢@o de formu-
lagdes contendo piroxicam ¢é proposta a utilizacdo da ana-
lise multivariada associada a métodos espectroscopicos por
reflexdo difusa no infravermelho com transformada de
Fourier (DRIFTS). Estes métodos possibilitam a verifica-
¢ao0 da similaridade de diversos farmacos nas diferentes
etapas de produgao (Blanco, 2000).

Os espectros de reflex@o difusa em conjunto com
a analise multivariada envolvem grande numero de va-
riaveis, permitindo construir uma estrutura de grupos -
AAH (Anélise por Agrupamentos Hierarquicos). Se-
gundo Lavine (2002), a Analise por Agrupamentos Hi-
erarquicos consiste em descobrir grupos de amostras
dentro do conjunto de dados, onde cada amostra ¢ tra-
tada como um ponto num espago n-dimensional, avali-
ando a similaridade entre as mesmas. Mede-se a distan-
cia entre seus pontos no espaco agrupando-as com base
nas suas semelhangas e diferencas associadas a mais de
uma freqiiéncia ao mesmo tempo. Como vantagens
adicionais sdo necessarias pequenas quantidades de
amostra, ndo sendo preciso a separagdo dos componen-
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tes da formulagdo e ainda ndo ocorre geragao de residu-
0s nocivos ao ambiente.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo
aplicar a analise multivariada em dados de espectroscopia
no infravermelho para identificar a similaridade entre
medicamentos contendo piroxicam, bem como de seus
excipientes mais comuns empregados em farmacia de
manipulagao.

ANALISE MULTIVARIADA

Os avancos na microinformatica e instrumentacao
no final do ultimo século, juntamente com as ferramen-
tas de Analise Multivariada (AM) tornaram possivel
manipular dados de absorbancia espectral associados a
mais de uma freqiiéncia ao mesmo tempo. Estes méto-
dos tém possibilitado modelar propriedades quimicas e
fisicas de sistemas simples ou complexos a partir de
seus dados espectroscopicos, como no caso do estudo
de formulagdes farmacéuticas (Gabrielsson, 2002;
Pasquini, 2003; Yoon et al., 2004). Por outro lado, as
ferramentas de Analise Multivariada permitem mode-
lar sistemas onde estdo sobrepostas informagodes
espectrais ou cromatograficas de varios componentes
através de varias regides espectrais selecionadas para
analise (Sabin, Banet, Ferrdo, 2003; Sabin, Ferrao,
Furtado, 2004). Os dados sdo representados por uma
matriz, onde as linhas representam as amostras e as
colunas as varidveis (comprimentos de onda) (Lavine,
2002; Sabin, Banet, Ferrdao, 2003). Pode-se empregar
métodos de compressao da dimensionalidade como a
Analise por Componentes Principais (ACP), ou sim-
plesmente calcular a distancia n-dimensional entre cada
linha da matriz (amostra), empregando-se conceito de
similaridade (Ferreira et al., 2002; Gabrielsson,
Lindberg, Lundstedt, 2002; Silva et al., 2002).

ANALISE POR AGRUPAMENTOS
HIERARQUICOS (AAH)

Este método tem por finalidade verificar a seme-
lhanga entre as linhas (amostras) de uma matriz de dados
(espectros), calculando-se a distancia no espago n-
dimensional (varidveis), na maioria das vezes, a distancia
Euclidiana, conforme expressao 1.

d, = _'z:,(xai_xbi)z (1)

O resultado ¢ apresentado na forma grafica denomi-
nado dendograma (Ferreira, 2002; Lavine, 2002; Sabin,
Banet, Ferrdo, 2003) assemelhando-se a uma estrutura em
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forma de arvore, sendo que d , corresponde a distancia
entre os pontos ae b, e d . representa a distancia entre
qualquer par de pontos (amostras), onde sdo informadas a
similaridade conforme expressao 2.
dﬂ)

S, =1~ ﬁ )

Utilizam-se varios métodos para calcular a similari-
dade entre as amostras. No presente estudo foram empre-
gados os métodos de constru¢do simples, incremental e
flexivel definidos pelas expressoes 3, 4 e 5, respectiva-
mente (Infometrix, 1999).
d d

=0,5d, +0,5d, —0,5 (3)

—-d,,

ab=c¢ ac

dab:n- = ((na + nc jc + (nb + n@ ysz - nadjb )/2 (4)

I’la+l’lb +I’lc

d

ab=c be

= (0,625d 2 +0,625d. +0,25d 2, Jm (5)
onde n, corresponde ao nimero de amostras no grupo i.
METODOS E MATERIAIS

Amostragem

Foram empregadas amostras de piroxicam (10 e
20mg) de cinco diferentes farmacias de manipulacao e
seus respectivos excipientes. As diferentes concentra-
¢cOes das amostras foram identificadas por A e B, sendo
A para o piroxicam 10mg e B para o piroxicam 20mg.
Os cinco fornecedores foram diferenciados por 1, 2, 3,
4 e 5. Os excipientes contendo somente amido foram
identificados pela letra C e o excipiente composto por
D. Este ultimo, quando pertencente ao fornecedor 1
contém, além de amido, talco, estearato de magnésio e
lauril sulfato de sodio (D1), e quando pertencente ao
fornecedor 4 era composto por amido, celulose,
estearato de magnésio e lauril sulfato de sddio (D4). As
duplicatas foram identificadas por a e b.

Aquisicao dos espectros

Espectros em duplicata para cada uma das con-
centragdes do principio ativo (piroxicam 10 e 20 mg) e
para cada um dos seus excipientes foram coletados num
espectrofotometro NICOLET Magna 550, com resolu-
cdo de 4 cm e 32 varreduras. O instrumento foi equi-
pado com um acessorio de reflectancia difusa para
aquisicao dos espectros.
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Andlise multivariada

Para a andlise hierdrquica de agrupamentos
(AHA) as informagdes espectrais foram tratadas no
aplicativo Pirouette® da Infometrix. As regides onde se
evidenciou pouca informagdo espectral, bem como
aquelas onde o ruido no espectro devido ao vapor
d’agua e o dioxido de carbono estavam presentes, fo-
ram excluidas. Portanto, os modelos desenvolvidos
foram realizados sobre as regides espectrais compreen-
didas entre: 1340 a 1470 cm™, 1535 a 1680 cm!, 2800
a 3004 cm™e 3290 a 3400 cm™', conforme Figura 2.

Posteriormente foram experimentadas varias formas
para a construcdo dos dendogramas como simples, flexi-

Log (1/R)
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FIGURA 2 - Regides espectrais empregadas na analise
multivariada dos dados DRIFTS.
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vel e incremental, bem como pré-processamentos (os da-
dos auto-escalados ou centrados na média) e ainda, foi em-
pregada a matriz de dados a técnica da correg¢do do
espalhamento da luz (MSC) (Olinger, Griffiths, 1993;
Pakisatan et al., 2001), devido a possiveis diferencas na
granulometria entre principio ativo e excipiente. Também
foram experimentadas outras transformagdes nos espec-
tros em substituicdo ao MSC como normalizagao e pri-
meira derivada, porém estes tratamentos sempre apresen-
taram resultados inferiores aqueles nos quais empregou-
se o MSC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de piroxicam 10 e 20mg e seus respec-
tivos excipientes, obtidos a partir de DRIFTS, foram mo-
delados empregando-se os dados auto-escalados com
construgdes simples, flexivel e incremental com tratamen-
to MSC, os quais apresentaram os melhores resultados,
sendo mostrados pelas Figuras 3 e 4. Os tipos de constru-
¢do flexivel e incremental apresentaram resultado de simi-
laridade equivalentes.

O dendograma no qual se empregou a conexao
simples (Figura 3) agrupou a grande maioria das dupli-
catas dos espectros, mas nao houve boa discriminagao,
tanto dos principios ativos quanto dos seus respectivos
excipientes.

Ja na Figura 4, o dendograma apresentado com a
construcdo incremental (equivalente ao da flexivel), mos-
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FIGURA 3 - Dendograma obtido a partir de espectros DRIFTS de amostras contendo piroxicam 10 e 20 mg, e seus
excipientes, empregando os dados auto-escalados, utilizando-se MSC ¢ construgao simples.
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FIGURA 4 - Dendograma obtido a partir de espectros DRIFTS de amostras contendo piroxicam 10 ¢ 20mg, e seus
excipientes, empregando os dados auto-escalados, utilizando-se MSC e construg¢ao incremental.

tra boa discriminacao, tanto dos principios ativos quanto de
seus excipientes, que além de aumentar a similaridade das
duplicatas para cada amostra, as agrupa segundo suas carac-
teristicas quimicas (semelhanca espectral).

Ao se observar o dendograma da Figura 4, verificou-
se a formagao de 2 grupos distintos, um contendo os prin-
cipios ativos, amostras de piroxicam 10 (A) e 20 mg (B)
e outro contendo os respectivos excipientes. No grupo das
amostras contendo principios ativos, as amostras 1, 2 e 4
foram agrupadas por fornecedor e as amostras 3 e 5 forma-
ram subgrupos segundo as diferentes dosagens.

Dentro do grupo dos excipientes, os formados so-
mente por amido (C) sdo discriminados em relagao ao
excipiente composto (D), devido as amostras deste tlti-
mo grupo conterem, além do amido, lauril sulfato de
sodio, talco, estearato de magnésio e aerosil (D1) e para
as réplicas D4 apenas o talco ¢ substituido por celulose,
constituintes que também apresentaram absorc¢ao signi-
ficativa na regido espectral estudada. Dentre os
excipientes formados por amido, todos possuem um
pouco de aerosil, visto que os fornecedores 2 e 3 apresen-
taram mais similaridade, em virtude de apresentarem
quantidades préximas de aerosil.

Também, pode-se considerar que a presenga do
excipiente composto nos fornecedores 1 ¢ 4 foi responsa-
vel pela subdivisao do piroxicam 10 mg (A) e 20 mg (B)
dos demais fornecedores, devido a presenca das diferen-
tes matérias-primas (excipiente D).

CONCLUSOES

A técnica DRIFTS em conjunto com a analise
multivariada permitiu construir uma estrutura de grupos a
partir da aplicag@o da analise por agrupamentos hierarqui-
cos (AAH), na qual constatou-se a formacao de dois gru-
pos distintos, um contendo os principios ativos e outro
contendo os excipientes.

A técnica possui como vantagem o envolvimento
de grande nimero de variaveis, permitindo construir uma
estrutura de grupos, com suas semelhangas e diferencas
associadas a mais de uma freqiiéncia ao mesmo tempo,
ndo havendo necessidade de separagdo dos componentes
da formulag¢dao. Também sendo uma analise nao
destrutiva, ndo produz geragdo de residuos nocivos ao
meio ambiente, além de necessitar pequena quantidade
de amostra para a analise.

Estes resultados demonstram que a técnica DRIFTS
em conjunto com o método AAH constitui uma alternati-
va para verifica¢ao da presenga de farmacos em medica-
mentos manipulados, além de permitir inferir sobre a se-
melhanga/diferengas entre medicamentos de distintas far-
macias de manipulagao.
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ABSTRACT

Exploratory analysis applied in study of
pharmaceutical formulations with piroxicam

The identification of different pharmaceutical formulations
with piroxicam was studied, using spectra of diffuse
reflectance infrared Fourier transform spectroscopy
(DRIFTS), in association with hierarchical cluster analysis
(HCA) technique. The spectra of samples of the 5 different
compounding pharmacies, containing 10 or 20 mg of
piroxicam and its respective inactive ingredients, had been
collected in Nicolet Magna 550 spectrophotometer. For the
multivariate analysis, the spectral information had been
processed in software package Pirouette® 2.7 of the
Infometrix. The dendograms had been constructed with the
autoscaled data, and multiplicative scatter correction
(MSC), using three types of linkage methods: single, flexible
and incremental. By applying the hierarchical cluster
analysis the formation of two distinct groups. one with the
active principles and another group with the inactive
ingredients was proved. These results demonstrate that the
DRIFTS associated with chemometrics tools, constitute a
quality control alternative of drugs production processes.

UNITERMS: Non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs). DRIFTS. Piroxicam. Multivariate analysis.
Drugs quality control.
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